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" Dispoaitif pour la detection quantitative de reactions 
fciochimiques 

L» invent ion conceme un dispositif pour 
5 la detection quantitative de reactions biochimiques, en 
particulier enzymatiques, dans le cas de dureea reduites 
de mesure, avec une determination de fluorophorea natu- 
rele et/ou artificiele coxmne produit reactionnel, le 
produit reactionnel dtant soumis & tin rayonnement lumi- 

10 neux et le rayonnement fluorescent ddgagd par lo produit 
gtant capt6 et £valut§. 

On connalt un dispositif de mesure 
pour la determination des ^changes de substrata fluoro- 
gfenee dans la cellule par fluorom^trie d» impulsion en 

15 circulation (Biotechmische TImschau 3, Cakier 7, (1979), 
pages 214 et suivantes), oh. les cellules sont conduites 
par concentration hydrodynamique, separ&aen* les unes 
aprfes les autres, k travers le rayon d'un laser h raie 
continue. Les produits fluorophores sont excites par 

20 fluorescence dans la cellule, et £mettent un rayon de 
fluoresoence, qui forme, en traversant I'intervalle de 
mesure, l 1 impulsion lumineuse fluorescente b, ^valuer, 
qui est proportionnelle h la masse des fluorophores* Oe 
proc£d6 ne permet qu f une mesure unique des cellules, on 

25 ne peut done pas suivre le d^roulement des reactions 
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dans lee cellules individuelles* 

On connalt egalement un test has£ sur 
una determination fluorometriqus, par microfluorometrie 
(Microchimica Acta (Wien) 177 II, 379-388) • Cette deteiw 
5 ml nation comporto une limlte de detection inf erieure de 
5 x 10"^ mole de FABPH et n'est pas fonction du temps. 
Elle n f est pas appropriee h la determination de faibles 
echanges react ionnels au niveau de la cellule, ni h 
d^celer des cinetiques reactionnelles eievees, 

10 L 1 invention a done pour ohjectif de 

trouver un dispositif, qui permette d'effectuer la detec- 
tion fluorometriqus avec une sensibilite eievee et de 
rdduire le seuil de decelement du nombre de molecules 
d 1 enzymes , avec une dur£e de mesure de l 1 ordre de la 

15 seconde ; cela permet, d f une part, de deteeter des cine- 
tiques de reaction dlevees, et, d'autre part, dc realiser 
un nombre eieve d 1 e chant ill ons par unite de t6mps# 

A cet effet, !• invention propose un 
dispositlf caracterise en ce que : a) 1» excitation opti- 

20 que du produit reactionnel s'effectue par Impulsions 
lumineuses, b) U est prdvu un comptage des photons en 
fonction du temps, avec suppression du bruit de fond et 
une separation des signaux de mesure de la lumi&re dis- 
perses et la luminescence perturbs trice , en vortu du 

25. comportement d , amortissement en fonction du temps, et 
e) l» excitation et le comptage des photons sont synchro- 
nises. 

"Oh ddveloppement avantageux de 1* inven- 
tion permet que 1» excitation optique s f effectue dans le 
30 domaine visible et/ou ultraviolet, au moyen d f un laser 
dont la recurrence eievee d 1 impulsions peut 6tre reduite 
par selection d 1 impulsions, k l f aide d»un obturateur 
eiectro-optique reglable. 

Ai ns l, 1« utilisation selon l 1 Invention 
35 du procede de comptage des photons en fonction du temps 
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permet ausal bien d*effacer le bruit de fond, que de 
s^parer les signaux de mesure de la lumifere dispersde 
et des perturbations luminescentes, en raieon du comport 
tement d^aff&ibliesement en fonotian du temps. D' autre 
5 part, l f invention penaet de remplir les conditions sui- 
vantes pour la mise en oeuvre du proc€d£ de comptage 
des photons destine & d^tecter les reactions biochimi- 
quest 

- possibility de focalisation optimale de la source lumi- 
10 neuse d f excitation dans un domaine inf^rieur au micro, 

- mise en oeuvre d'une source lumineuse avec un nombre 
6lev6 d , inrpulsions d'excitation 10 5 ) en l f espace 
d*une periods de mesure de quelques secondes ; o'est 
alnsi seulement que I'on peut additionner un nombre 

15 suffisant de photons de fluorescence, avec une bonne 

statist ique des photons individuals (selon la reparti- 
tion de Poisson), 

- 11 est possible d' exploiter la partie UV de la source 
lumineuse d f excitation. 

20 II est vrai que le comptage des photo- 

tons individuels en f onction du temps est connu pour la 
mesure de la radiophotoluminescence dans les dosim&tres 
en verre de m^taphosphate (Appl, Phys. A 26, 23 - 26 
(1981) 9 mals on prend en compte ici une frequence d'impul- 

25 sions d» excitation peu £Lev6e du laser d» Impulsion utili- 
se, et done une dur^e de mesure prolong^e, car les pro- 
priety de spectroscopic de fluorescence ne variant pas 
pendant la p£riode de mesure j cela signif ie que pour 
1 'usage en question, on ne peut pas suivre le d^roulement 

30 d f une reaction. 

L» invention sera mieux comprise en 
regard des dessins annexes, dans lesquels les figures 
repr£sentent : 

- figure 1 t un exemple de realisation 
35 du dispositif selon 1* Invention. 



25221 



4 



- figure 2 i le comptage des photons en 
fonction du temps* 

- figure 3 : le nombre de photons en 
fonction du nombre de molecules • 

5 la figure 1 est un schema bloc du dis- 

positif . L^chantillon 1 est irradie, dans un volume de 
me sure d'un ordre de grandeur allant de mo ins de ^Ul k 
moins du nl, pour Sviter des cotlts eiev£s de substrat 
dans le cae de prolines de specificity eievee, et pour 
1° ameiiorer le rapport signal/bruit, au moyen d*un rayon 
laser pulse 2. Ce rayon laser 2 est dirige sur l'dchan- 
till on 1 au moyen d»un miroir rdflecteur 3 ainsi que 
d f un filtre d f excitation 4« I*es photons de fluorescence 
5 arrivent h travers un jeu de f litres d 1 Emission 6, sur 
15 un photodetecteur 7, avec un dispositif de mesure eiec- 
tronique 8 adjoint, connu, pour la fluorescence des 
photons individuels, un corrdlateur de temps 9, un ana- 
lyseur h canaux multiples 10 et un oaloulateur U pour 
le contrdle et revaluation. 
20 tJne partie 2t de la lumifere d 1 excita- 

tion 2 est d£vl6e par le diviseur de rayon 12 et re$ue 
par la photodlode 13. Son signal de sortie 14 ayant une 
frequence correspondant h la recurrence d 1 impulsions de 
la lumi&re de laser 2, est utilise pour l'obtention d'un 
25 s ignal de reference dans le dispositif eiectronique de 
mesure 15, signal qui est utilise h son tour pour oe 
qu f an appelle la synchronisation des impulsions d» exci- 
tation (lumifere 2) et le signal 5 de fluorescence des 
photons Individuels dans le correiateur de temps 9# 
30 I» f excitation optique de 1 1 eohantillon 

1 peut s^ffectuer, outre le domalne spectral visible, 
egalement dans le domaine TJV proche (330-370 nm) de 
sorts que I 1 on peut detecter egalement, entre autres, 
les bandes d» absorption du methyl-umbelliferon, du 
35 naphtol et du NAEPM. Ces fluorophores sont utilises entre 
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autres pour la detection des enzymes frequemment neces- 
saires, le £ -galactOsidase et le phosphatase alcalin. 

Pour repondre aux diverses conditions 
mentionnees plus haut conoernant une Vitesse d'excita- 

5 tion elevee, on utilise un laser CW (par exemple un 

laser aux ions d» argon) avec des specifications W suf- 
fisantes et un mode de couplage actif . Ia frequence 
d» impulsions d'un systeme de oe type (par exemple 82 MHz) 
est cependant trop elevee pour la detection electronic^ 

10 (correlateur 9) et conduit t 

- a un eomportement d «af f aibliesement fausse" de la fluo- 



rescence, 

- a un echauffement superflu de l'echantillon 1 et a^isi 
a une perturbation possible de la cinetique enzymatique 
15: extretnement sensible. 

Une reduction de la frequence des im- 
pulsions, avec ee qu»on appelle un "cavity Dumper" 
(W. Demtro-der, "Orundlagen und Techniken der Iaserspeo- 
troscopie", Springer Verlag, (1977), n«est possible, avec 
20 les lasers a UV actuellement disponibles, qu'au moyen 
d« efforts techniques et financiers tree eleves. An lieu 
de cela, conformant a 1« Invention, on utilise un pre- 
cede pratique et tres economique. Ia selection des impul- 
sions s'effectue a l'aide d»un obturateur electro-optique 
25 16 (par exemple une cellule de Pockel a haute frequence) 
qui permet une frequence des Impulsions reglable a volen- 
ti (par exemple 250 kHz). Sa mise en oeuvre pratique 
necessite une synchronisation speciale. Ia frequence de 
verroulllage de mode (= la moitie de la frequence des 
30 impulsions) du verrouilleur de mode 17 du laser 18 est 
mesuree de facon electronique et repartie dans un rap- 
port • quelconque dans le transducteur 19. Son signal 20 
sert alors a comnander le geherateur d* impulsions rapide 
21, dont le signal de sortie 22 est constitue - a son tour 
35 d' impulsions TTL a longueurs variables ( > 4 ns) et 
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retard variable. 

Ces impulsions d f excitation 22 servent 
k d^clencher le gdn£rateur k haute capacity 23, qui 
effectue des modifications de tension k court terme 
5 sur la cellule de Pockel l6 t allant jusqu f k 100 V, et 
permet une transmission temporaire de la lumifere de 
laser incidente 24 k partir du laser 18, L f optimisation 
de la longueur et du retard des impulsions de d^clenche- 
ment 22 permet une connexion et une d£connexion complfe- 

10 tes de la tension de la cellule Pockel dans un inter- 
valle de temps qui est plus court que l f £cart des im- 
pulsions (par exemple 24 ns). Cela permet la selection 
des Impulsions de laser 2 s£par£es r k partir d f une 
b6t±b d f impulsions k frequence eievee (par exemple 

15 82 MHz) • Une "post-oscillation" de la tension de cellule 
Pockel peut 6tre evitee par amort iss ement au moyen de 
perlee de ferrite et fermeture capacitive appropriee. 

Les avantages du proc£d£ de comptage 
dee photons en f onction du temps peuvent 6tre exploites 

20 p 0 ur les court es durdes de me sure necessaires en bio~ 
chimie. Les courbes d •affaiblissement de la fluorescen- 
ce obtenues d'aprfea la figure 1 (figure 2 9 une seule 
representee) ont ete etablies en quelques secondee, avec 
tme resolution inferieure k une nanoseconde. L 1 Evaluation 

2 5 du si gn al de me sure a ete effectuEe par integration dans 
un intervalle de temps determine de la courbe d'affai- 
blissement (par exemple, en figure 2 9 la courbe supE- 
rieure, entre 4,3 ns et 8 f 8 ns apr&s le maximum), k 
l f int£rieur duquel le fond dtl k la lumifere d f excitation 

30 2 (courbe inferieure) ainsi que les luminescences per- 
turbatrices de longue dur^e sont fort ement reduits. 
Cela permet de reduire la quantity de substance mini- 
male detectable de 1» ecbantillon 1 d* environ 10~ 15 mole 
k environ 10""^ mole (avec des volumes allant de l f or- 
35 dre du jfrl. jusqu f k moins du ^1) (voir figure 3 : nom- 
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•bre des photons en £ onction de la quantity de substance 9 
dans l'exemple du m^thyl--umbellif eron) • 

T3he focalisation de la lumifere d 1 exci- 
tation 2 sur un petit volume de mesure peiroet une r^duc- 
5 tion du seuil de detection h moins de 10" mole dans le 
domaine nl f et h mofcis de 10~ 18 mole dans le domaine pi* 
Ainsi, il est possible de d^tecter une molecule indivi- 
duelle d f enzyme et d»£tudier une cin^tique d» enzyme 
rapide avec tine reaction d l environ 3 x 10 molecules 

10 fluorogfcnes par molecule d* enzyme et par minute. Le sys- 
tfeme de mesure d6ik command^ par ordinateur (figure 1) 
est encore automatisatle davantage, et peut Stre, k cet 
effet, mis en oeuvre pour des essais de routine dans un 
large domaine d 'application (outre le diagnostic medical 9 

15 entre autre s, Sgalement en chimie alimentaire, agricul- 
ture, protection de l^nvironnement) • 
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REVENDIC&TIONS 
1°) Dispositif pour la detection quanti- 
tativement de reactions biochimiques , en particulier en- 
zymatiques/ dans le cas de durees reduites de mesure, avec 
une determination de fluorophores naturels et/ou artificiels 
comme produit reactionnel, le produit reactionnel etant 
soumis a un rayonnernent lumineux et le rayonnement fluores- 
cent degage par le produit etant capte et evalue, dispositif 
caracterise en ce que : a) 1' excitation optique du produit 
reactionnel s'effectue par impulsions lumineuses, b) il est 
prevu un comptage des photons en fonction du temps, avec sup- 
pression du bruit de fond et une separation des signaux de 
mesure de la lumiere dispersee et la luminescence perturba- 
trice, en vertu du coraportement d'amortissement en fonction 
du temps, et c) 1 'excitation (2, 16-24) et le comptage des 
photons (5, 7 - 11, 13, 15) sont synchronises. 

2°) Dispositif selon la revendication 1 
caracterise en ce que l'excitation optique (3) s'effectue 
dans le domaine visible et/ou ultraviolet, au moyen d'un 
laser (17, 18) dont la recurrence elevee d ' impulsions (24) 
peut etre reduite par selection d • impulsions , a l'aide d'un 
obturateur (16) elect ro-optique reglable. 

3°) Dispositif selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 2, caracterise en ce qu'il est effectue un 
comptage individuel des photons. 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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